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ブチリルコリンエステラーゼ（EC 3.1.1.8，
butyrylcholinesterase  BChE）は血清コリンエ
ステラーゼ（SChE）とも呼ばれ，生体内の
色々の代謝過程で発生する有害なコリンエステ
ル類を速やかに分解浄化する役割があると云わ
れているが，正確な作用は不明である。しかし
BChE活性の測定は肝臓や腎臓の疾患の診断や
病態を把握するうえで有益であり臨床化学検査
の１項目として広く測定されている。
BChE活性が低値を示す場合，肝硬変症，慢
性肝炎，肝癌などの肝機能障害による疾病や有
機リン化合物中毒などの二次的病因と遺伝性無
BChE血症の様な一次的原因がある。遺伝的に
低活性のBChEを有する個体は日常生活に格別
な支障はないが，麻酔誘導に用いる筋弛緩剤
（サクシニルジコリン，SCC，スクサメトニウ
ム，Sx）が投与されると，その薬物の分解遅
滞のため筋弛緩作用が異常に長く続き，特に呼
吸筋麻痺による無呼吸や悪性高熱を惹き起こす
危険な個体である。
遺伝的にはBChEのE1遺伝子座（3q21-26）は
第３染色体上に存在し，正常なBChE 遺伝子E1u
に対して低活性でdibucaine抵抗性のatypical遺
伝子E1a，低活性でfluoride抵抗型遺伝子E1fおよ
びまったく活性を示さないsilent型遺伝子E1sの
３種の主要な対立遺伝子が知られている。これ
らのホモ接合型と複合ヘテロ接合型がSCC過敏
症を惹き起こす個体で麻酔誘導の際，危険を伴
う。これまでの日本人の異常BChE血症例はほ
とんどsilent型E1sであった。そのホモ接合型と
複合ヘテロ接合型は明瞭な低活性を示すため鑑
別しやすいが，ヘテロ接合型は正常下限値を示
す場合があり見逃しやすく，肝障害と疑われて
いる例もある。したがって，微量の検体を用い
て迅速でしかも確実な検査診断法として遺伝子
診断が望まれていた。1979年Lockridgeらによ
ってヒト血清BChEの全体像が報告された。す
なわち，血清BChEは分子量90,000の基質活性座
を有する単量体がジスルフィド結合によって二
量体を形成し，この二量体同士が非共有結合に
よって集合した分子量340,000の四量体である。
また1987年彼らはBChE酵素蛋白質の解析から
BChEの全アミノ酸配列を決定し，各サブユニ
ットは574個のアミノ酸から形成されている事
を明らかにした。続いて1990年Arpagausらは
cDNAを用いてBCHE遺伝子の全塩基配列を決
定した。すなわち，BCHE遺伝子の全長は73キ
ロ塩基（73Kb）の巨大な遺伝子で４個のエキソ
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ンと３個のイントロンから構成されているが，
そのエキソンの占める割合は遺伝子全長のわず
か2.6％である。そしてエキソン１と一部のエキ
ソン２が非翻訳領域をなし，これに続くエキソ
ン２の一部がリーダー領域である。実際の翻訳
領域はエキソン２（1433bp）が83％を，残りの部
分をエキソン３（167bp）とエキソン４（122bp）
とで占めている。BCHE遺伝子の全塩基配列が
決定されたことによりBCHE遺伝子診断が可能
となり，米国ミシガン大学のLaDuらが異常
BChE血症の遺伝子解析を実施し，その成果を
次々と報告していった。その当時私どもの研究
室でも全国から多数のsilent型BChE血症の精査
の依頼を受けていたので，遺伝子解析による遺
伝性か否かの決定が望まれた。そこで1991年に
LaDu研究室に留学し，BCHE遺伝子の解析法を
習得した。遺伝子変異を決定する方法として１）
PCR法による目的DNA領域の増幅、２）PCR-
SSCP法による変異領域の決定，３）合成オリ
ゴマーをプローブとした既知の変異塩基部位の
同定（Dot Blot Hybridization），４）制限酵素
切断パターンの変化による判別（restriction
endonuclease analysis），５）直接塩基配列決
定法による変異塩基の決定等がある。私どもは
これらの手段によりBChE遺伝子の解析を実施
し，多数の家系のsilent型BChE血症の遺伝子解
析の結果を国内外の雑誌に報告してきた。ここ
で遺伝子解析開始から最近までのこれらの報告
をもとにその概略を紹介したい。
１）1991年LaDu研究室に持参した２家系（F-
10，F-16）について，F-10家系の個体10-Ⅱ-2と
F-16家系の個体16-Ⅱ-1の血液から抽出したDNA
をPCR法で増幅し直接塩基配列解析を実施し
た。その結果，10-Ⅱ-2はBCHE遺伝子からコド
ン365でのG→Ctransversion変異によりGGA
（Gly）→CGA（Arg）へのアミノ酸置換が認めら
れ，この変異のホモ接合体であることがわかっ
た（Fig.1）。この一塩基置換により新たにTaq
１制限酵素切断部位（TCGA）が形成された。
またF-16の個体16-Ⅱ-1は複合へテロ接合体で
あることがわかった。すなわち，一つの変異は
コドン315でのAの挿入（ACC→AACC）があり，
これによりフレームシフトを起こし，その結果
コドン322に新しくstopコドンが形成された。
も う 一 つ の 変 異 は コ ド ン 3 6 5 で G → C
transversion変異がみられ，前述のF-10家系の
変異と同じであった（Fig.1）１，２）。
コドン315にAが挿入されると，この変異部
位の下流コドン322にstopコドンTAAが形成さ
れる。この変異したBCHE遺伝子によって蛋白
合成が行われると仮定すると，この合成蛋白質
は成熟蛋白酵素の総アミノ酸配列の56％しか合
成されず，到底BChE分子として血清中に存在
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Fig.1 Family trees of silent form of BChE variant.
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し得ないと思われる。この事は患者（ホモ接合
体）の血清の電気泳動後免疫学的手段による検
査（ELISA）においても血清中にBChE分子が存
在しない事からも支持された。
Restriction Endonuclease Analysis（REA）：
Taq１制限酵素切断部位の確認
個体10-Ⅱ-2, 16-Ⅱ-1およびコントロールの３
名からのゲノムDNAを増幅して776塩基対（bp）
のDNAを得た。この増幅DNAに制限酵素Taq
１を作用させると10-Ⅱ-2は438bpと341bpの２
本のバンド，16-Ⅱ-1は776bp，438bpおよび
341bpの３本のバンド，コントロールは作用を
受けない776bpの１本のバンドのみが見られ
た。これらの結果から10-Ⅱ-2はG→C変異によ
るホモ接合体，16-Ⅱ-1はG→C変異に加え，
Taq１の作用を受けないAの挿入変異が加わっ
た複合へテロ接合体，コントロールはTaq１切
断を受けないE1u遺伝子の部分増幅物であるこ
とが示された（Fig.2）。またコドン365のG→C
変異はTaq１によるRFLP（restriction fragment
length polymorphism，制限酵素断片多型）分
析が可能であることを示唆した。
２）1993年　F-13家系の発端者は６才の男児
（13-Ⅲ-2）で，増幅DNAの解析でコドン365での
G→C変異によるGGA（Gly）→CGA（Arg）であっ
た。家族内の他の個体にたいしては増幅DNA
にTaq１を作用させて保因者の確認を行った。
その結果はfigure３のように識別できた。
３）1995年　F-34家系の２名（34-Ⅰ-1，34-Ⅰ-
２），F-35家系の１名（35-Ⅱ-2），およびF-36家
系の３名（36-Ⅰ-1，36-Ⅰ-2，36-Ⅰ-4）のBChE活
性値はいずれも検出限界以下であった（Fig.4）。
PCR-SSCP（single stranded conformational
polymorphism）：
F-34家系の４名の増幅DNAのSSCPの結果は、
34-Ⅰ-1および34-Ⅰ-2は１個の異常バンドのみを
示し，34-Ⅱ-1は正常バンドのみ，34-Ⅰ-3は正常
バンドと異常バンドの２つの縞が見られた。こ
の事は34-Ⅰ-1と34-Ⅰ-2はホモ接合体，34-Ⅰ-3は
ヘテロ接合体，34-Ⅱ-1は正常であることを示唆
した。この変異型はコドン315にAの挿入（ACC
→AACC）が認められた（Fig.5A）３）。
DBH（Dot Blot Hybridization）：
F-36家系の３名（36-Ⅰ-4, 36-Ⅰ-3, 36-Ⅲ-1）つ
いて増幅DNAのDBH法の結果，36-Ⅰ-4はこの
変異のホモ接合体，36-Ⅰ-3はヘテロ接合体，
36-Ⅲ-1は正常であることが判明した。またこの
変異はコドン400でのC→A transition変異によ
るTGC（Cys）→TGA（stop）変異が判明した
（Fig.5B）３）。
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Fig.3 Pedigree of F-13 family with the silent
phenotype of BChE.
Fig.2 Electrophoresis of Taq1 digests of
amplified DNA.  PCR product(779bp) was purified,
digested with Taq1, electrophoresed on 2.5%
agarose gel and stained ethidium bromide. The
mutant allele yield bands of 438bp and 341bp,
while normal allele remained undigest. Lane 1:
Ladder DNA digested with HindⅢ. Lane 2: 16-Ⅱ-
1(heterozygote), Lane 3: 10-Ⅱ-2(homozygote), Lane
4: normal control
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REA：
コドン365でのG→C変異は塩基配列TCGAを
生じ，制限酵素Taq１による新たな切断部位を
形成する。そこでこの方法を用いてF-35家系の
変異の有無を調べた。この家系の個体（35-Ⅱ-1,
35-Ⅱ-2, 35-Ⅱ-3）から得られた増幅DNA（985bp）
にTaq１を作用させた。その結果35-Ⅱ-1はTaq
１の作用を受けず，985bpのバンドのみが見ら
れ，35-Ⅱ-2は609bpと376bpの２本のバンド，
35-Ⅱ-3は985bp，609bp，376bpの３本のバンド
が見られた。この事は35-Ⅱ-2はこの変異のホモ
接合体，35-Ⅱ-3はヘテロ接合体，35-Ⅱ-1は正常
であることを暗示していた３）。この変異はこれ
まで７家系に見つかっている。また他の研究者
からも３家系の報告があるが，外国からの報告
はなく，日本人に特徴的な変異と思われた。こ
の様に変異による制限酵素切断部位の有無を知
ることは解析操作の簡素化に繋がりその役割は
大きい。
４）1996年　F-41の発端者は高血圧のため来院
した47才の女性（41-I-2）である（Fig.6）。血清の
電気泳動の活性染色ではBChEのC4バンドが見
られないが，免疫学的染色法では酵素蛋白質陽
性のバンドが見られた（Fig.7）。増幅DNAの塩
基配列解析の結果，コドン199GCA（Ala）→GTA
（Val）へのアミノ酸置換が認められた。個体
（41-Ⅰ-2）はこの変異のホモ接合体，個体（41-
Ⅰ-3）と（41-Ⅱ-1）はいずれもヘテロ接合体であ
った。この変異部位は活性部位（198 Ser）から
コドン１個分下流にあるためAlaからValへの
置換では電荷の変化もなく酵素蛋白としては存
14 川崎医会誌一般教，３７号（２０１１）
Fig.6 Pedigree of F-41 family with the silent
phenotype of BChE.
Fig.4 Family trees of the three propositi. . Three silent BCHE alleles are indicated by the different symbols. 
Fig. 5  A Examination by SSCP method in four members of F-34 family.  B Dot blot hybridization of
amplified DNA from three carriers in F-36 family.
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在し得るが，アミノ酸の大きさが変わったこと
により，活性部位への基質の接近をブロックす
るため基質分解活性が失われると思われた４，５）。
５）1997年　F-30家系の発端者は心臓外科手術
を行った64才の男性（30-Ⅰ-1）である。増幅DNA
の遺伝子解析の結果，A→G transition変異がコ
ドン128で起こり，TAT（Tyr）→TGT（Lys）の
アミノ酸置換のホモ接合体であった。この家系
の個体（30-Ⅱ-2）と（30-Ⅲ-1）の総活性値がいず
れも正常下限域にあり，活性測定だけでは正常
とみなされたが，遺伝子解析から２人ともこの
変異のヘテロ接合体と判明した（Fig.8）。
PCR-PIRA（Polymerase chain reaction-primer
introduced restriction analysis）：
PCR法のプライマーの１つに１塩基置換を行
い，PCRを実施すると，この変異を有する個体の
増幅DNAにTsp45I切断部位が生じる。したがっ
て，ホモ接合体，ヘテロ接合体および正常体の
増幅DNA（267bp）にTsp45Iを作用させ，capillary
gel electrophoresis装置に掛けると３者を容易
に区別することが可能であった（Fig.9）６）。
同年　コドン100 CCA（Pro）→TCA（Ser）変異
を２家系報告した７）。
６）1999年　コドン315でのAの挿入（ACC→
AACC）によりコドン322にstopコドンの生成の
報告をした８）。
７）2001年　表現型としてsilent型BChE血症と
確定した患者の血清を30年前から冷凍保存（－
70℃）している。このうち６名の患者血清を試
料として，PCR法により彼らのBCHE遺伝子の
解析を実施し得た。F-1（岡山），F-5（岐阜），F-
6（香川）およびF-9（新潟）の血清は20～30年前，
F-13（山口）とF-20（岡山）の血清はそれぞれ17年
前と11年前に，血清中BChEが極端な低活性（零
か，または２～４U，正常値150～260U）を示す
ため精査の目的で当研究室に搬送されてきたも
ので，今日まで凍結保存されていた。F-6家系
の発端者のBChE値は正常値の半分を示しヘテ
ロ接合体を示唆した。血清を用いる場合，PCR
操作は２回行うことによって解析に可能な量の
増幅DNAを得ることができた。その結果，F-1，
F-5，F-6，F-13およびF-20はコドン100でのC→
T変異によるPro（CCA）→Ser（TCA）へのミス
センス変異（P100S）を示し，F-9家系はコドン
203でのT→CによるSer（TCA）→Pro（CCA）の
ミスセンス変異（S203P）と，コドン365でのG→
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Fig.8 Pedigree of F-30 family with the silent
phenotype of BChE.
Fig.9 Capillaly gel electrophoregram of DNA
fragments resulting from Tsp45I digestion of
PCR product obtained from the propositus(A),
30-Ⅱ-1(B) and a control subject(C).
Fig.7 A BChE activity staining of the propositus
and her three family members.  B Peroxidase
staining of immunoreactive BChE protein on nylon
membrane. Note that the propositus and other
family members demonstrated immunoreactive
BChE protein in their serum.
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CによるGly（GGA）→Arg（CGA）のミスセンス
変異（G365R）の複合へテロ接合体と判明した。
BCHE（S203P）変異は新しい変異型であった
（Fig.10）９）。さらに同じ血清を用いてABO血液
型遺伝子解析も可能であった10）。
今回の様に新鮮な血液試料が入手不可能な場
合，血清中に白血球もしくはDNAが極微量で
も残存していれば保存血清からでもPCR法によ
りDNA増幅が可能であり，有効な試料と成り
得ることが明らかになった。この事はいかなる
場合でも生体試料の保存の大切さを示唆するも
のであった。
８）2003年　F-49の発端者は45才男性で，人間
ドックを受診し，BChE活性が全くなかったこ
とから家系調査を実施した。増幅DNAの解析
から個体（49-Ⅱ-2）はコドン119のCAA（Gln）が
TAAに変異して終止コドンになるQ119X変異
とG365R変異の複合へテロ接合体であった。家
族では父親（49-Ⅰ-1）と息子（49-Ⅲ-1）がG365R変
異，母親（49-Ⅰ-2）と姉（49-Ⅱ-1）がQ119X変異の
ヘテロ接合体であった（fig.11）11）。Q119X変異は
前川ら（生物物理化学 1994，38：204）によって
１例報告されている。
９）2004～2006年　F-50～F-53家系の遺伝子解
析を実施し，figure12のような結果が得られた。
四十数年前から我が国の広い地域から活性を
示さないBChEを有する患者の精査の依頼を受
けており，その件数はこれまでに53家系に達し
た。しかし20年前までは肝機能障害や有機リン
化合物中毒によるBChEの低活性と遺伝性BChE
血症によるものとをBChEの総活性，D数，F数
およびアクリルアミドゲル電気泳動法によるア
イソザイム分析と家系調査で判別していた。し
かしこれらの方法では限界があり，BChE変異
のヘテロ接合型によっては活性が正常下限値を
示し，正確な判別が困難な場合に時々遭遇する
ことがあった。しかしながら，PCR法などを用
いた遺伝子解析が可能となってからはそのよう
な問題も解決された。その結果これまでに血清
からの解析を含めP100S  9,  Q119X  1,  A199V
1, Y128C  1,  T315FS  3,  G365R  16,  C400X  1
（変異型　家系数）を決定することができた。
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Fig.11 Family tree of F-49 with the silent
phenotype for BChE.
Fig.12 Pedigrees of three families with the
silent phenotype for BChE. Four silent BCHE
alleles are demonstrated by the different
symbols.
Fig.10 Pedigrees of the six propositi and their
family members. Three silent BCHE alleles are
demonstrated by the different symbols.
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